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1. INTRODUCAO

Scaffolds sédo estruturas que servem como arcabouco para a adeséo e
proliferacdo celular de forma a reproduzir a matriz extracelular das células
(DEMARCO et al., 2011). Essas estruturam devem fornecer todas as
caracteristicas fisico-quimicas necessarias para o crescimento e diferenciacao
celular formando assim um ambiente tridimensional que possibilite a multiplicacdo
celular e a interacdo com tecidos circunjacentes (CONDE et al.,, 2015). Eles
podem ser classificados quanto a sua origem, sendo naturais ou sintéticos, com
diferentes vantagens entre si. Os naturais por serem originados de estruturas
biolégicas acabam tendo propriedade biocompativeis favorecidas e muitas vezes
séo carreados de moléculas bioativas, os chamados fatores de crescimento. No
entanto, sdo mais dificeis de serem obtidos pois sé@o originados de tecidos vivos.
Ja os scaffolds sintéticos podem ser mais facilmente produzidos, apesar de
normalmente ndo apresentarem comportamentos bioativos (YANG et al., 2001).

A maioria dos scaffolds sintéticos sao provenientes de polimeros, sendo o
poly-L-lactic acid (PLLA), poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) e hidrogéis
(DEMARCO et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2013) frequentemente utilizados,
contudo ndo possuem comportamento bioativo. Recentemente materiais
biol6gicos como a fibrina e o coldgeno tém sido utilizados como scaffolds naturais,
devido ao fato de possuirem receptores de superficie que aumentam a
compatibilidade celular (KAWASE, 2015; GATTAZZO et al., 2015) além de
diversas moléculas bioativas, como interleucinas e fatores de crescimento (TGF-
B, VEGEF, fator de crescimento epitelial - EGF e insulin-like growth factor 1). Uma
forma bastante facil de se obter a fibrina € a partir da centrifugacdo sanguinea a
uma forca de 400 gravidades, descrita por CHOUCROUN et al. (2001). Neste
método é formado uma rede de fibrina denominada de Plasma Rico em Fibrina
(PRF).

O PRF € um concentrado sanguineo que tem sido empregado em diversas
técnicas de enxertos e regeneracOes teciduais guiadas, tendo apresentado
excelentes resultados. Diversos estudos comprovam que o tamanho e o formato
dos poros dos scaffolds influenciam no comportamento das células (LIU; MAU
2004; ROOSA et al.,, 2010; LIEN et al., 2009) além de influenciar na sua
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diferenciacdo (DEMARCO et al., 2010). O cultivo de células em scaffolds de PRF
tem se mostrado complexo, principalmente no que diz respeito a colonizagcdo no
interior da rede de fibrina, que apresenta uma elevada quantidade de microporos,
podendo dificultar a migragcéo celular no interior destes scaffolds. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo investigar se a criopreservacdo do PRF é
capaz de aumentar a quantidade de macroporos na rede de fibrina.

2. METODOLOGIA

Amostras de sangue foram obtidas a partir de Hemocentro regional de
Pelotas — HEMOPEL. Trés amostras de sangue foram transferidas para um
recipiente de 8ml sem anticoagulante e imediatamente centrifugadas como
descrito por CHOUCROUN et al. (2001). Brevemente, cada recipiente foi
centrifugado por 10 minutos a uma forca gravitacional de 400 para que ocorresse
a formacdo do PRF. Apds a centrifugacdo, os recipientes foram levados a uma
capela de fluxo laminar onde foram abertos. Com uma pinca estéril a rede de
fibrina foi removida e cortada sutiimente abaixo da regido do “buffy coat”. Esta
regido € extremamente importante pois € onde concentra a maior parte das
células brancas sanguineas e plaquetas neste método de centrifugacdo. Desta
forma, a amostra 1 (G=1 controle) foi depositada em formol imediatamente para
realizacdo de técnica histologica; a amostra 2 (G=2) foi criopreservada em um
ultra freezer (-80°C) por 7 dias; e a amostra 3 (G=3) foi criopreservada em um
ultra freezer (-80°C) por um ano. Apés o periodo as amostras foram submetidas a
técnica de Hematoxilina e Eosina (H&E) onde foi realizada a microtomia de 3um
de espessura, seguindo da desidratacdo, diafanizacdo e montagem em
Permount® das secc¢des histologicas. Apos coloracdo de H&E, cada lamina foi
levada a um microscopio Optico onde se realizou fotografias digitais (n=10) da
rede de fibrina. Trés dessas imagens foram randomicamente selecionadas em
cada um dos trés grupos e através do Software Image J foram mensurados 0s
poros da rede de fibrina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A organizacao estrutural de um scaffold assim como sua porosidade séo
determinantes na adesdo, migracdo e proliferacdo celular (DEMARCO et al.,
2011). Scaffolds com elevada quantidade de macroporos apresentam uma maior
colonizacédo e proliferecédo celular, no entanto, 0 aumento da porosidade tende a
diminuir exponencialmente suas propriedades mecénicas (PEREZ;, MESTRES
2015). Em nossos resultados observamos que a criopreservacdo do PRF
aumenta gradativamente o tamanho médio dos poros e consequentemente
diminui o numero absoluto de poros (tabelal). Desta forma, com a
criopreservacdo do PRF observamos um significativo incremento de macroporos
(tabela 2).

Tabela 1. Descrissédo dos poros da rede de fibrina (em micrébmetros) submetidas a
criopreservacao por diferentes periodos de tempo.

Armazenamento Numero de Area média Tamanho Tamanho
poros (DP) minimo maximo

Nenhum 34024 1.49 (3.60) 0.26 134.98

7 dias 7951 3.32(14.61) 0.26 608.83

1 Ano 6846 5.10(18.83) 0.26 707.64
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*DP: Desvio Padrao

A colonizacao inicial de células no interior de scaffolds de fibrina € uma
tarefa dificil e diversas alternativas vem sendo desenvolvidas para que uma maior
guantidade de células consiga se aderir no interior da rede de fibrina (GASSLING
et al., 2010). No entanto, essas técnicas destroem totalmente a rede de fibrina
formada. No presente estudo, observamos que uma elevacdo no tamanho de
macroporos permeados por uma consideravel propor¢cdo de microporos. Desta
forma, podemos hipotizar que uma maior colonizacao e migracao inicial de células
pode ocorrer no interior dessa rede de fibrina.

A influéncia do tempo de tratamento criogénico parece ndo ser um fator tdo
importante, sendo que com com 7 dias de tratamento observamos o maior
incremento no tamanho de macroporos. Isso se deve principalmente a forma com
que o tratamento criogénico ocorre. Quando submetemos substancias
constituidas por H,O, como o caso do PRF, a temperaturas abaixo de 4°C, essas
substancias tendem a aumentar o seu volume devido a dilatacdo anémala da
agua. Dessa forma, ocorre uma elevacéo no volume quando resfriadas de 4°C a
0°C, o que causa o rompimento de diversos microporos na rede de fibrina. Desta
forma, o tratamento criogénico em fibrinas se mostrou uma opgao simples para a
aumentar o tamanho dos poros da fibrina, 0 que pode favorecer a colonizacéo
inicial da fibrina utilizada como scaffold. No entanto, novas investigacdes devem
ser feitas para testas esta hipétese, além de investigar se a criopreservacao nao
altera as propriedades biolégicas dos fatores de crescimentos presentes na rede
de fibrina.

Tabela 2. Distribuicdo de macro e microporos na rede de fibrina criopreservadas
por diferentes periodos de tempo

Armazenamento Microporos (%) Macroporos (%)
Nenhum 35.89 64.11
7 dias 23.61 76.39
1 Ano 17.21 82.79

Macroporos 2> 50 pm; microporos < 50 um

4. CONCLUSOES

A criopreservacdo do PRF proporciona uma elevacdo na quantidade de
macroporos na rede de fibrina, o que pode vir a favorecer a migracdo e
colonizagéo inicial de scaffolds desenvolvidos com PRF. No entanto, os
resultados devem ser interpretados com cautela e investigacdes devem ser
dirigidas para insvestigar possiveis alteracdes advindas da criopreservacao nas
biomoléculas presentes no PRF.
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